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efnt Aminos ^ uren der As P a ^t- und/oder Glutamatfamilie und im Verfahren 



© Die vorfiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur mi- 
krobieilen Herstellung von Aminosauren der Aspartat- 
und/oder Glutamatfamilie, die dem die Pyruvat-Carboxy- 
lase-Aktivitat durch genetische Veranderung des Enzyms 
und/oder die Pyruvat-Carboxylase-Genexpression eines 
die cntsprechende Aminosaure produziercndon Mikroor- 
gamsmus erhoht wird. Des weiteren betrifft die vorfiegen- 
de Erfindung ein Pyruvat-Carboxylase-Gen sowie weite- 
re, im erfindungsgemaGen Verfahren einsetzbare Mittel. 
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Beschreihuni! 

Die krlinduni: hcirilli ein Verl'ahren /ur mikrohiellen Flerslellunt! von Aniinosaurcn der Aspariai- und/orier < duiamai- 
lamilie iieniaB den Anspruehen I bis 17. Pym\at-( arboxylasc-Cicnc nach Anspruch 18 bis 23. ( Jensinikluren nach An- 
spruch 24. Vekiorcn nach Anspruch 25. n aiisl'onuicnc /.ellcn nach Anspruch 26 bis 31 sowic VerwcndunL'cn nach An- 
spruch 32 bis 37. 

Aniinosaurcn sind von iiroBem winschaU lichen Inieresse. vvohei die Verwenduni: von Aniinosaurcn vieltahii: isi: So 
wird /. B. ]-] .vsin vvie auch F.-'ilirconin. T.-Meihionin und F.-Trypiophan als I'uiiermiiicl/usai/ henon^. F.-Gluiamat als 
Ciewiir/./usai/. F.-Iso!cuein und I .-Ty rosin in der phanna/euiischen Fndusirie. L-Anjinin und r.-Isolcucin als Mcdikumeni 
oder F.-Gluiamat. F.-Aspartai uml F.-Phenvlalanin als A us l» a missubsian/ /ur Symhcse von Fcincheiiiikalicn. 

liine be\or/iii:!e MciIkxIc /ur flcrsiclkiniz dieser vcrsehiedensien Aniinosaurcn isi die bioiechnolo^ische Flcrsiellum: 
minds MikrooQianisnicn: denn aul'diese Wcisc wird dirckt the bioioiiisch wirksame und opiisch akiive Form der jewci- 
liucn Amiuosaure erhallcu. und cs konncn ciulachc und picisyimsiiijc RohsiolVe ein»esei/.i werden. Als Miknx>ri:ams- 
men werden /. B. (orvncbucieriuni duiamicuni und seine Verwandien ssp. Ilavum und ssp. laciolomienium < l.iebi el al.. 
Fm J Sysieni Bucteriol 1991.41: 255 bis 260) wie auch Hseherichia eoli und vcrwandie Bakierien eimieser/i. 

Diese Bakierien produ/ieren die Aniinosaurcn nonualervveise abcr nur in iter /uni Wachsiuni hen^ii^ien Mens»e. so 
daB also kcine uhersduissiiien Aniinosaurcn gebildci und ausyeschicden werden. Dies isi darin hemindei. daB fn der 
/die die Biosvnihese der Aniinosaurcn in viell'aeher Weise konirollien w ird. 1'oklich sind bcreits versehiedensie Ver- 
lahren bckannt. unt die Pr^xluki hi Idling durch Ausschalicn der Konirolimechanismcn /u sieUern. Bei diesen Pro/esscn 
werden /.. B. Aminosaureanaloiia einiicsci/i. unt die eU'ekiive Re^uluiion der Biosvnihese aus/uschalicn. So isi hei- 
spiels we ise ein Verfahren beschrieben. bei dent (orynebacteriuru-Siaiimic benui/t werden. die *»cs:en I.-Tvmsin- und T.- 
Phenylalaninanaloi!a resisieni sind (JP 1 903 7/1976 und 39517/1978). libenso sind Verl'ahren beschrieben.' bei denen ae- 
ijcniiber F.-I.ysin- oder auch I.-Theoninanaknia resisienic Bakierien einnesei/.i werden. uni die Konirollmechanisnicn /u 
iiherwinden (MP t) 205 S49. CiB 2 152 509). 

Wciicrhin sind auch durch rekombinanie DNA-Tcchnikcn konsiruierie Mikroortiansimen bekanni. bei denen cbcntalls 
die Re^ulaiion der Biosvnihese aiil'iiehoben isi. indem die Cienc, die liir die nichi niehr t'eedbaek-inhibicrharen Schliis- 
sden/ynie kodieren. klonieri und expriniiert werden. So isi /. B. ein rekombinantes. L-Lysin produ/i ere rules Bakleriimi 
mil plasniid-kodierier. feedbackresisienicr Aspartatkinase bekanni (HP 0 381 527i. libenso isi cin rekonibinanies. L-Phe- 
nylaianin produ/icrendes Bakierium mil reedbuck-resisienier Prephen at dehydrogenase beschrieben ( FP P>47V19X6 
HP 0 488 424). " ....... 

Daruher hinaus wurden auch durelHjherexpression von Genen. die nichi fur leedhack-sensiiive Hn/vme der Amino- 
saurcsyviijiese kodieren, erhohie Aminosaureausbeuien erreichi. So wird /. B. die Lvsinbilduni! durch erhohie Symhcse 
der Dihydrodipicolinaisynihase verbesseri <IiP0 197 335). lihenso wird durch erhohie Svnihcse der Threonindehvdra- 
lase cine verbessene lsoleueinhildun» erreichi (HP 0 436 886). 

Weitere Versuche /ur lirholuini! der Aminosaureprodukiion /ielen uui cine verbessene liereiisieliuni: der /cllularen 
Priniarnieiaboliie des /eniralsiolVwechsels. So isi bekanni. daB die durch rekombinanie Technikcn erreichie tjbercxpres- 
sion der IVanskctolasc cine verbessene Produkibildunii von I .- 'Irypiophan. I.- Tyros in oder L-Phenvlalanin ermoaliehi 
(PIP 0 600 463). Wciicrhin I'uhri die Redukiion der PhosplH^nolpyruvai-C*arbo\ylase-Akii vital in (orynebacieriimi /u 
verhessericr Bildun^ aroniaiischer Aniinosaurcn (MP()3 331 145). wohin^etien die lirhohuno der Phosphoenolpyruval- 
Carboxylasc-Aktiviiai in ('orynebacieriuni /u erhohier Ausseheidum: von Aniinosaurcn- der Asnariaitantiiic fuhrie 
(liP() 358 940L 

Wahrend des Wachslunis und spo/iell unier Aniinosaureproilukiiv^nsbediniiunyen HiuB der Tricurbonsuure-Cvclus 
koniinuierlich und eU'ekliv mil ('4-Verhindun^en. /. H. Oxaiacciai. aui'yolulli werden. uni die liir die Antinosaurebiosvn- 
ihese abiie/.oiicnen /wischenpr<xiukie zir vrsci/cn. Bis vor kur/em hai man an^enommen. daB fiir diese souenannien 
anapleroiischcn I-unkiionen in (orynebacVriuni iiie Phosphocnolpyruvai-( arboxylaso veraniworilich isi (Kinoshiia. 
Bioloey ol indusirial mienvoreanisms 1985: 115 bis 142. Benjamin/( 'umminus Publishing C'ompanv. London; F.icbl. 
The prokaryoies FF. 1991: 1 157 bis 1171. Springer VcrlaL! N.V.: Vallino und Sicphano|x>uK>s. Bioiechnol Bioeny 1993. 
41: 633 bis 646). I-s wurde jedoch jielunden. daB PhosphoenoI:nruvai-( arnoxylasc-nciiaiive Muianien ini Versileich /.u 
den jeweili»en Aus^aniissianimen aul" alien ^eiesieien Mcilien alcich u uchsen I Peiers-Wenilisch el ai.. VV.MS Microbio- 
logy F.ellers 1993. 112: 269 bis 274: Guhicr el al.. Appl Microbiol Bioiechnol 1994. 40: 857 bis 863). Dieses lychnis 
/citric, daB die Phosphocnolpyruval-Carboxyiase nichi esseniiell furdas Wachsiuni isi und liir die anupleroiischcnVeak- 
iioncn kcine otier nur cine unicnieordneie Rolle spich. Des uei:eren wics ilas oben trcnannie lirircbnis daraut'hin. daBes 
in ( orynebaclcrium mindcslens ein anderes l*n/ym i!ebcn niuB. ilas iVir die Synihesc von Oxaiacciai. das fur das Wachs- 
iuni benoiiiM wird. veraniworilich isi. Kiir/lich wurde auch laisachlich cine Pyruvai-Carboxylasc-Akliviiai in pemteahi- 
hsierien '/ellen von (Virynebacierimn iMmaniicum ^ctumlcn i Pciers-W'cndisch el al.. Microbiolonv p;t>7, 14V 1095 his 
1 103). Dieses lin/.ym wird elVcktiv durch AMI 5 . ADP und Acci> i-( \vn/\ in A inhibicn umi in ( ieVenwari von F.akiai als 
KohlcnsiolVquelle in erhohier Mcn«c tiebiidcL Da ilavon a:t^cean : jcn uerden inutile. daB dieses" l:n/.vm in ersicr F.inie 
liir die AulVullung des I ncarbonsaure-< Vclus' beim WachMun \eraniuorilich isi. war /u erwaricn. tiaB cine l-rhohunn 
der Gcnexprcssion b/.w. tier Mn/viuakliviiat eniweder /u kcincr . der alicnl.ilis n\ eincr iierin'jluoi^cn lirhohun*! der /.ur 
Aspariaifamilie ^ehorenden Aniinosaurcn luhn. Des weiieren \uir.lc .iu.uici. daB cine lirhohunj! der Cienexpression 
b/w. dcrlin/ymakiiviiai der Pyruvai-Carboxy lase ebensi> kaiu I iml .i. .ml die Protlukiion von AmiiK^sauren anderer 
l amilien haben wiirdc. 

Hs wurde nunniehr iiberraschenderucise i!elunden. daB 1 .ch 1 t h.-huny .lev ?\ ruvai-Carboxvlusc-Akliviiai durch iic- 
nelischc Veranderun- des lin/yins uml/oiler nach lirholum- der Vm -h\ ..)-( "arho\viase-( icnexprcssion die iiiikrobielle 
FFcrsiellun^ von Aminosauren der Asparlal- un.i/^ier der < dm. i... t ii..mdic crholn wird. lis /.eisiie sich. daB inshcsomlcrc 
Siamme mil erhohier Kopien/^ihl des Pyruvai-('arboxylasc-c ic kciw.. 5i :* ; mchr I .vsin. 40'v mchr Threonin uml 150^ 
niehr FFomoserin ins Kuliurmedium ausscheiden. 

Die ^enciischc Veranderuni! der lVruvai-< *arrx>\ylase /.ir l-rh.'hunc der l-nzvmakiiviiai erUilai vor/u^sueisc durch 
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Muiaiion *lcs endoecnen liens. Dcrani*ic Muiaiioncn konnen cniuedcr naeh Uassischen Mcihodcn iinecrichtci er/euet 
ueriien. wie heispickueisc dureh Uv-Ucslrahluin: oder tiureh mulaiionsausloscndcn Chciuikalicn. oder ue/ieh milled 
L»eniechnoloi!iseher Moihoden wie Deleiiontcnh fnserlionien I iiml/oder Nuklcoiidausiauschtc ». 

Die l>nivai-( arhoxylase-lienoxpivssion wird dutch Krhohcn der < ienkopien/.ahi un.l/oder * lurch Vcrsiarkune reuiila- 
i«»riseher Pakiorcn. the die lixprcssiou des ( Jens j*ositiv bccinliusscn. erhohi. So kann cine Vcrsiarkun^ ivi:ulaiori>chcr 
Hlemcnic vor/Aij:sweise auf der Transkriptinnsehcne erloleen. indent insbesondere die Transkripiionssii;nale erhohi w, T - 
den. Dies kann beispielsweise da* lurch erfoleen. datt dureh Vcranderuni: derdem Slrukturecn voreeschalteien Promoior- 
sequcn/. der Promoior in seiner Wirksamkeii erhohi wird cvler indent der Promoior kompleii dureh wirksantere Promo- 
toren ausiieiauschi wird. Auch kann eine Verslarkuni: der Transkripnon dureh enispreehende Beeinllussune eines dem 
Pyrin ai-Carbowlase-liens /.ui!cordnelen Reyulaioi^ens erloltien. Des ueiiern kann dureh Mutation einer renulaio- 
risehen < iensequen/. die Hlleklivitai der Bindum: eines Rciiuluiorporioins an die DNA des /.u remiliercmlen Pyruvai- 
Carbowiase-liens so beeinlluBi sein. daB dai lurch ilie Transkription versiarki und somit die liencxpression erhohi !sl. 
Des wcitercn kotmen dem Pyruvai-l Vboxvlase-lieu als re^ulaiorisehe Scqucu/.cn abet auch soy. "enhancer" /.Ui!cordnei 
sein. die uber eine verbesserie Wcehselwirkuns! /.wise ho n RNA-Pofy merase uinl DNA ehenkdls eine erhohtc Pvruvai- 
(arboxylase-lienexpression bewirken. Danebcn isi aher auch eine Vcrsiarkuna der Transition modioli,, indent hei- 
spielswoise die Siabiliiiiuier ni-RNA verbesseri wird. 

/AirPxholum^derlicnkopien/uhl win! das Pyruvai-l'arhoxy lasc-licn in ein ( ienkonsiruki h/.w. Vekior ein^cbaui. Das 
lienkonstruki enihalt insbesondere dem Pyruvai-Carboxyiase-tien /.uaeordneie resHilatorische Sequen/.en. \or/.uesweisc 
solehe. die die lienexpression versiarken. Fiir den Hinbau vies Pyaivai-l\irho\ylase-liens in ein I ienkonsiruki wird das 
lien vor/usiswoise aus eineni Mikroori!anisiuen-Stamm der liaiiuns; ( orynebacieriuni isolieri und in einen Antinosaurc- 
pnxiu/ierenden Mikrooriianismcn-Stamm. inshesondere ( 'orynehaeiei ium oder in Hschcrichia coli oder Serraiia marces- 
eens. iransloniiien. Fur das erlindunListicnialSe Verlahron ei^nen sieh insbesondere Gene aus ('. tduiamieum oderl*. tilu- 
lamieum ssp. Ilavum odor (\ ^luiamieum ssp. laeiolermeniuut. Naeh Isolieruns! des liens und der in viiro-Rekombina- 
lion mil hekannien Vekioren (vid. /. B. Simon el al.. Biotechnology 1 983. i: 784 bis 791; liikmannset a!.. Gene 199 1. 
102: 93 bis 98) erloki die Transformation in die Aminosaure-produ/.ierenden Sianuue dureh Hlokiroporaiion (T.iebl el 
aL. FHMS Microbiology I .oilers 1991.65: 299 bis 304>odor Konjitiiaiion (SehaTcr el al. J Bacieriol 1990. 172: 1603 bis 
1666). Als Winssianiiue werden vor/.usisweise solehe Aminosaureprodu/enten eingesei/.L die in der Svniheso der cnt- 
sproehonden Aminosaure derojiulion sind umlAxier die eine erhohie lixfXMicamer-Akiiviiai I'tir die enispreehende Ami- 
nosaurc autweisen. Weiiorhin werdon solehe Siaiume bevor/.u^i. die einen erhohien Anieil an solehen /eniralsiolVweeh- 
solmctaboliien enihalien, die an der Synlhoso der enisproehonden Aminosaure beieiligi sind und/odor Sianinie. die einen 
orniedrigion Anteil an den niehi an der Svniheso der enisprechemien Aminosaure heieiliiiien '/eniralsiolVwechselmeia- 
boliien enihalien. insbesondere an Meiaboliien. die lur Konkurron/roakiionen /usiandig sind: d. h. es werden solehe 
Siamme bovor/.uiiL bei denen ein zu dem entsprechenden Aminosaurehiosynihesewe^ konku me render Biosvnihesewen 
mil verminderter y\kii viiiit ablauU. So is! insbesondere ein. sicken T A s pa ra i n sau re-p- Me i h v I e s I or ( A Ml:) resisienier 
corynelormer Mikrooriianisnien-Siamm mil redu/ierier I'iirai-Synihase-Akiivitai ^eoi^nei <HP0;o1 614). 

Naeh Isoiierunii sind Pyruvai-C'arboxy lase-liene inn Nukleoiidsequen/en oriiahlich. die lur die timer S][Q FD No. 2 
an^ebenen Aminosaurosoquen/. oder doren Allelvariaiionen kodieren b/.w. die die Nukleoiidsequen/. von Nukleolid 
165 bis 35S7^omaB S1{Q FD No. 1 oder einer im wosendiehen ^leichwirkenden DNA-Soquen/. aufwoisen. Des weiieren 
sind Cone mil eineni vorgeschalieien Promoior der Nukleoiidsequen/ von Nukleolid 2() bis 109 gemaK Sl-Q FD No. 1 
oder eine im wosont lichen iileiehwirkende DNA-Soquen/ erhalilieh. Allelvariaiionen b/.w. gleiehwirkende DNA-Se- 
quen/en umlassen insbesondere lunkiionelle Derivaie. die dureh Doleiionien). Inseriionien > und/oder Subsiituiion(en) 
von Nukleoiiden aus enisprechenden Sequen/.en erhalilieh sind. wobei die Hn/ymaktiviiat b/.w. -I'unkiion erhahen bleibl 
oder sogar crhohi isi. Diese Pyruvai-l'arboxylasc-liene werden vor/ui!sweise im erlinduniisnemalSen Verlahren oinco- 
sei/i. " " " 

Dem Pyruvai-Carboxylase-lien mil oder ohne voi^eschaheiem Promoior b/w. mil oder ohne /.uiieordneiem Ros:ula- 
toreen konnen ein oder mehrere DNA-Sequen/.en vor- undAxlcr nachaoschahoi sein. so dalSdas lien in einer liensiruktur 
enihalien isi. 

Dem PyTuvai-Carboxylaso-lJcn isi vor/.ujiswoise dor lac- Promoior ( lac^-l ion) voracschaliei. wobei diesem insbeson- 
dere regulaiorische Sequen/.en /.ugoordriei sind. 

Dureh Klonierunii des l'yruvai-Carboxylaso-CJons sind Plasmide erhalilieh. die das lien enihalien und /ur Transfor- 
mation eines AininosaureprOiiu/enten^eeienei sind. Die dureh Transformation erhalilichen '/etlen. bei denen es sieh 
vor/ui!swciso urn iranslormiene /ellen von ( orynebacicriuni handeh. enihalien das lien in repli/.ierbarer Porni. d. h. in 
/.usat/.lichen Kopion aul tieni riironuwm. wobei die lienkopien dureh Rekombinalion an beliehieen Siellon des lie- 
no ms imeurieri werden. uni1/<x(or aufcinem Pi as mid oder Vekior. 



Ausluhrunirsbeispiel 

1 . Klonierunii des Pyruvai-l arboxylase-liens aus l*or\ nebacieritim v!luianiicum 

Ausiiehend von konscrvienen Bereiehen aller bisher hekannien P>ruvai-('arboxvlase-ipvc-iljencn. von Saceharomy- 
ces cerovisiae (J Biol Oiem 19S8.263: 11493 1 1497; Motlion (ienei 1991.229:307 3 1 5 L Menseh ( Biochim Biophvs 
Ada 1994. 1227^46 52). Mans (Proe Nail Acad Sci. USA I 993. 90: 1 7 ( *o 1 770). Aedes aeeypd H^MBF.-lienBank: Ac- 
cession Nr. 1.36530) sowie von Mycobacterium lubcrcolosis ii:MBF.-< ien:>ank: Accession Nr. UOO024) wunlen Pl'R- 
Primer synihelisiert (MW(i Bioieeh). Die Primer enisprachen den Basen SIO bis S31 und 1015 bis 1037 des pyc-liens 
von M. tuberculosis. Mil diesen Primern konnte mitlels K'R naeh der Siandardmcihode von Innisei al. (Pl'R proiocols. 
A i:uide lo methods ami applications. 1990. Academic Pros*) iiir nichi-deeeneriene. homolo^e Primer ein l Yaumeni von 
ca. 2«X)bp aus chromosomaler DNA von ( \ uluiaiiiicum ATCC 13o32. die wie bei l:ikmannsel al. (Microhioloav 1994. 
140: 1817 I82SI beschrieben. isolieri wurde. ampliti/jen vvenlen. Die CiroHo von 200 bp enispraeh tier Pxwariune i'tir 
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pyc-Cicne. Das IX'R-Produki wurde w ic bci Sanscr el al. t iV*v Null Acad Sci USA 1977. 74: 54o3 .S4<>7i beschrieben. 
sequcn/ieri. Die Sex|ucn/.ierung w urde mil Ihiores/en/.markicricn ddNTPs mil cincr auiomaiischen DN^VSeuucn/icrap- 
par am r < Applied Biosvsiems > duivhgeluhri. 

Ausgehend von diesem DNA-IYagmem utts (". gluiamieum wtinicn I'olgcnde homologc Oligonukleoiide hergesielh: 

Pyc 1 5 ? - CGTCTTCATCGAAATGAAC -3' 



Pyc 2 5 ACGGTGGTG ATCCGGC ACT -3 

io Die Oliuonukleolid 



e Oligonukleoiide wurden uis !VR-Primcr /.ur Isolierung cincr Sonde fur das Cicn tier I\ ruvai-< arboxvlase (pvc) 
gluiamieum verwendci. Die Primer wurden in cine PCR-Reaklion mil chromosomalcr ON A von (\ Jlulamicimi 
und Digoxigcnin-markiencn Nufcleoiiden cingesci/.i. Die Reakiion wurde nach der Vorschrili des PCR DKi Labeling 
Kns' tier 1'iriua Bochringer Mannheim durcliiiefuiiri . Mil dicscm An>ai/. komnc cin Dit;o\ii:ciiin-markicnes DNA-l Vu-^ 
nieni aiuplili/.icn werden. das der erwarieien Orotic von ca. 2<X • bp cnisprach. Die so herucsiellie pvc-Sonde wurde dann 
15 eingesei/i. urn iiber Souihcrn-liloi-Hybridisicruns! cin DNA-I-ragmeni in der ehromosomuien DNA von C\ uluiamieum 
/u ldeniili/ieren.auldem das pyc-Cien iokuiisieri isi. ITicr/u wurden ieweifs 2 his 5 ehromosomaler DNA von (' Hu- 
tamieum \VT mil ilon Resiriklionsen/.ynien HindHI. Spill. Sail. Oral. HcoRI und BamUf scschniiien. die erhahenen 
DNA-I ragmenie 16 h bci 20 V in eineni (US'* igen Agarosegel gelelekirophorclisch ihrer CiroBe enispreehend aulae- 
irenni. Die in dem Agarosegel hclindlichcn DNA-IYagmcnic wunlcn nach cincr Meihodc von Souiliern (J Mol Biol 
:o 197.1. 98: 503 5 1 7) denaturieri und vakiiuniunicrsiiii/.l mil der VacuOene Bloi Apparaiur von Pharmacia I .KB (Uppsala. 
Schwedcn) aus der Ciclmairix aul cine Nylon- Mem bran (Nyiran N13 von Schleicher und SchiilL Dasscl. Schwci/.i irans- 
leneri, immobilisien und Digoxigcninmarkierung minds N"li'l7\-Phosphai-Umsei/.un- durch alkalische Phosphai- 
asc nachgewiesen. Auf diese Wcisc konnicn I'olgcnde. mil der pvc-DN'A-Sondc hvbridisierende chromosomale 
t menie nachgewiesen werden: cin 17 kb TlindnM-Vagmeni. cin 6.5 kb SalH Yagmem und cin 1.35 kb HcoRM Ya^meni. 
:S i^n? US 1? kb nind[rr - l r ^ niL ' nl wurac isolien und subklonieri. Da/.u wurde cine Cosmid-C Jcnbank aus ehromosomaler 
DNA von <\ gluiamieum mi ( osmid pIK'79 verwendet. die das (icnotn von (\ duiamicum /u 99':> re prase mi eric ( Mol 
Microbiol 1992. (>: 317 326). Der H. coli-Siamm DII5a wurde mil diescr (ienhank minds der( aCN-Meihode von Sam- 
brook ei al. (Molecular Cloning, A laboratory manual, 1989. C old Spring TTabour Laboratory Press )"l ran s tor mien und m 
ca. 300 Kolonicn pro T.B-Agarplaiie mil 50 ug/1 Kanamycin ausplaiiicri ( insgesami 50OO Kolonicn). Anschlietiend wur- 
io den die erhahenen Translormanden aul Nyiran Nl 3-1 'iller ubertragen und diese zur alkalischcn T.vse der /ellen und De- 
nalunerung der DNA aufmii ().5 M NaOTT und 1,5 M NaCI geiriinktcm Whaimann-Papier 5 niin" inkubien Die darauf- 
lolgende Neuirahsierung erlolgie mil 1 M Tris/ITCI P TT 7.5 und 1 .5 M Nad. Nach rnkuhalion der T iher in 2 x SSC wurde 
die Ireigcsci/jc DNA durch UV-Besirahlung bci 366 nm aul dcm 1-iher fixiert. AnsehlieBend wurden die resilichcn Zell- 
irummer durch Schulleln in 3 x SSC. 0.1^ SDS bci 5iYV eniierni. Die 1-ilior wurden in diescr 1-orm fur die ilvbridisie- 
s> rung nm cincr spe/.ihschen pyc- Sonde, wie bci Southern (J Mol Biol 1975. 98:503 517) beschriehen. verwendei I : s 
wurden 3 Transrormandcn ideniili/.ien. die gegen die pye-Sonde hybridisienen. Aus diesen Translbnnanden wurde die 
( osimd-DNA miuels Plasmid-Praparaiion nach der Mclhode der alkalischcn T.vse von Birnboim ( Mclh Hn/.vmol 198V 
100: 243 255) isoiieri und ansehlietiend iiber Resirikiion und Souihcrn-Bloi Analvse aulMas Vorhandcnscin des Ilindrn- 
l Vagments geicsiei. Das ( osmid pTT('79-U). das cin 40 kb Tnseri cnihicli. irug das 17 kb Tfindiri-l Vaemeni vollsiandio 
o und wurde weuer analysierl. lis /cigte sich. daL^ auch nach Resirikiion mil den Hndonukleasen SalF und MeoRI die o li- 
chen hybruiisierenden I Vagmenie wie in der chromosomalen DNA. d. h. cin 6.5 kb Sail- und cin 1 .35 kb lieRM : ra«inenl 
erhallen wurden. Das 17 kb Tlindffr-IVagmeni wurde durch Resirikiion mil Tlindin aus dent (osmid isolien und^in den 
K coh-Veklor plK'18. dcrcbenlalls mil I lindlll geschnilien wurde. lialen. lis wurde cine Reslrikiionsanalvse des I ; ra<»- 
menis in dem rcsulnerenden Vckior plK 'pyc ersielli. Die phvsikalischc Kanierunsi des iTaamcnis isi in Fi K .*l dar^esielli 
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In weiieren Subklonierungsschriiien wurden cin 0.85 kb Sail-IicoRl-l Vagment. das 1.35 kb KcoRM-rauHieni. cin 
1.0 kb IicoRf-ItcoRr-StuM Vagmeni sowie cin l.o kb ( 'laMxagmeni. das panicll mil dem 0.85 kb SalMicoRf-I-raemcni 

M) uberlappie. durch Resirikiion mil den emspreehenden Rcsirikiionsen/\ men aus dem Plasmid pUCpvc isolien. Durch I i- 
gation wurden die lTagmeme in den jeweils enispreehend resiringienen Vckior pUCIS klonien und anschlieBend nach 
Sanger ei al. (Proc Nail Acad Sci USA 1977. 74: 5463 5467) wie oben beschricben scquenxien. Die erhahenen Nukleo- 
udsequcn/.cn wurden mil dem IVogrammpakci flUSAR (Release 3.(ltdes Deuischen Krebsrorschun-s/enirums (ITeideb 
herg) analysierl. Die Sequen/.analyse der I Vagmenie ergab cin durchgehendes olfenes [.eserasier von 3576 bp. das Jiir 

55 erne Proicinseqticn/ von 1 140 Aminosiiuren k^lieri. l-in Vcrglcich der abgeleiieien lVoieinsequen/ mil der 1-MBT < ien- 
Datenbank (FTcidelberg ) ergab Ahnliehkciien /.u alien bckannicn P>ruvai-( arboxvlasen. Die luvlisle Fdemiial (62^) 
wurde /.ur puiaiiven Pyruval-C arboxy lase aus Mycobacierium luberculosis (MVIBI.-CIenBank: Accession Nr. U00(P4> 
gelunden. Die Ahnlichkeii bci rug. unier Beriicksicluigung konservicner Aminosaureausiauschc. WZ.VAn Verirlcich mil 
den Pyruvai-( arboxvlasen anderer Organismcn ergab 46 bis 47':; ideniische und 64 bis 65^ jhnliche Aiidnosauren 

«) (Cene 1997. 191:47 50; J Bacieriol 1996. 178:5960 5970: Proc Nail Acad Sci USA 1993.90: 1766 1770: Biochem I 
1996. 310: 631 637: UMBI.-GcnBank: Accession Nr. T .36530: J Bioi ('hem I98S. 263: 1 1493-1 1497: Mol Cicn Cicnet 
1991. 229: 307 3 15l. Aus diesen Hrgebnisscn wunle geschU^ssen. dttf das klonierie I Va-meni das Clen fur die Pvruvai- 
( arboxyla.se aus C. gluiamieum iriigl. Die Nukleoiidsequen/. des Cons isi unier S\iQ fD No. 1 und tlic enispreehende 
Aminosaurcsequen/. unier SI {Q ID No. 2 an*jes;chcn. 



3. Uhe rex press ion des Pyruv ai-( "arK^w lase-( .lens 
/Air Uberexprcssion des Ocns iur die Ryruval-( 'arboxylase aus (*. gluiamieum wurde das Cicn aus dem Plasmid pUC- 
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pvc als 0.2 kb Sspl-Scal-I-Yasinicni in den I;. coli-G. Cdutaniicum-Pcndelvektor pHKO (< icnc 1991. IH2: 93 98) klonicri. 
dcr mil den Resiriktionscndomiklcascn licoRl und Psil sicschnitien wurde. Miucls Klenow-Polymerasc-Bchandlunii 
wurden die uhcrhanuendcn linden /.u daMen linden auleclulli (licoRl ) h/.w. abiiedaut (Psif ;. und dcr lincarisienc Vektor 
wurde mil dem 0.2 kh Sspl-ScabLrasimeni lisiien. Das erhaltene Konstrukl pliKOpyc wurdc /.unachsi in den Siamm li. 
coli 1)1 Ixx iransformicri. die Plasmid- DN A atil'tlon erhalieneu Trausformauden isolieri und auf die Richtiiikcti des In- 5 
sens durch Rcsirikiion konirollicn. Die DNA wurdc unschlieKcnd in den Stanini SP733 durch I*lektroporaiion cinsic- 
hrachi tl HMS Microbiol Lcit 19S9. (O: 2*)*^ 304). Bei diesem Slamm handell es sich urn cine Mutantcdcs resirikiions- 
nesiativen < \ siluiamicum Siammes R127 (Dcchema Biotechnology ( onference 1990. 4: 323 327. Vcrlasi ('hemic >. die 
durch chemische Mulasicnese erhahen worden war unci sich dadurch aus/.eichnet. ilati sic nicht auf Minimalmedium mil 
Pvrnvai und Lacial als ein/.isicr Kohlensiolk|uclle wachscn kann (Microbiology I 1 ) 1 ) 1 . 143: 1095 1103). Dicscr Phatio- to 
iv p wird durch cincn Defeki in der Pyruvat-Carhoxyiasc hervorjierufen urn I konnic tltuvh das liinbrinsien lies Pyruvat- 
Carhow lase-Gens aus G. siluiamicum komplemeniiert werden. d. h. der Siamm. dcr das Plasmid pliKOpyc i r£i*ii . war im 
Gesiensat/, /.um Aussianiissiamm wicder in dcr Lauc auf Minimalmedium mil I .acta) als ein/.isicr KohlcnsioUljuctlc /.u 
wachscn. Daniii war auch der Bcweis erbrachi. dati das Gen fur cine funkiioncllc Pyrin at -( 'arboxylasc kodieri. 

Daruher hinaus wurde das Plasmid pliKOpyc in den G. siluiamicum Wildtyp ATGG 13032 durch Llektroporaiion irans- is 
formic ri. Dcr result ierendc Siamm WT( pliKOpyc) wurdc im Vcrsilcieh /.um Wildtyp ATGG 13032 be/.usiiich seiner Py- 
ruvat-Garboxylase-Aktiviiat unicrsuchl. Die Slammc wurden in Komplcxmcdium ( Luria-Benani. Molecular Cloning. A 
laboraiorv manual. 1 989. Gold Sprins: Harbour Laboratory Press) mil 0.5'r Lactat und auf Minimalmedium mil 2* v I.ac- 
!ai h/.w. 4' > Glukose uc/uchtci. und dcr Pyru\ ai -Carboxylase- Test wurdc ent spree he nd dcr Methodc. wic sic bci Peters- 
Wc in I i sc h c i a I . ( M i c rob i o I o£ v 1997,143: 1095 IK >3 ) besch ri e be n wu n le . c lu rc h iic liih rl . 1) a s 1 { r^e b n i s , tc r A n a I y sc i ' V a- :o 
belle 1 ) /ciiii. dal.? die Pvruvai-Carboxylasc-Akiiviiai im pl;K0-pyc-irai:enden Slamm ca. 4-fach holier als im Ausi!ani:s- 
slamm w ar. 

4. ( lesieiiicrte Akkimutlalion von I.vsin (lurch Ubercxpression des P\ ruval-CarKvw lasc-Cicns im St ami u (*. iiluiamicuni 

l)G52o :s 

'Air Uniersucluinu dcr Auswirkun^ dcr Ubercxpression des Gens lur die Pyruvai-Carho\ylasc in ilcm Lysin-l^oduk- 
lionssiamm DC i 5 2-5 iJ Cien Microbiol 1988. 134: 3221 3229) wurdc dcr l:\prcssionsvckior pVWl-Xl vcrwcniiei. dcr 
cine [P'lX i-intlu/.icrbare lixprcssion crlaubl. In diesen Vckior wurdc das p\c Cicn promotorlos hinein klcmcri. l)a/u wur- 
den /uniichsi PC "R- Primer (Primer 1 = Position 112 1 33; Primer 2 = Posiiion 373 bis 355 in der Nuklcoiidscqucn/. tieniatf .;<> 
S1{Q ID No. 1 ) svniheiisien untl 261 hp des promoiorloscn Anlan^sbcreichs ilcs Pyruvai-C'arboxylase-Cjcns miucls PGR 
amplili/.ien. Die Primer wurden so iicwahh. dal.^ Primer 1 cine PsiT-Schninsicllc vcrmiiieh und Primer 2 cine BamlTI- 
Schni us telle. Naeh der PGR wurdc das erhaltene 274 bp PGR-Produki isolieru /.u Konkaicmcren iieion und anschliclSend 
mit den Rcsiriktionsen/.ymen Psil und BamUl geschnittcn. Der Resirikiionsansai/. wurdc durch l:ihanol-l allun*i ankon- 
/.cn trier l und anschlicBend mil dem Pstl-Bami tt-ueschniiicnen Vektor pVWliXl lisiien. Das erhaltene Konstrukl 
pV\Vl:Xl-PGR wurdc durch Rest rikt ion sjeiesiei. Dcr Mndbcreich des pyc Gens wurdc durch RcaL-Klenow-Sall-Bc- 
handlun^ aus dem Veki or pliKOpyc isolien und in den BamlU-Klcnou -Sail beliandelien Vektor pVWHX 1-PGU lisiien. 
Das erhaltene Konstrukl pVWHXlpyc wurdc durch Rcsirikiionskart ierunu analysiert. liine physikalische Kane des Plas- 
ni ids ist in Kij». 2 ^e/eisM. 

Das Plasmid wurdc durch ldckiro|X?ralion in den G. siluiamicuin Slamm DG52-5 cinLicbracht. Als Konlrollc wtinlc dcr 4(> 
Siamm DCi52-5 mil dem Vektor pVWKX 1 ohne Insert iransformiert und die L-TAsinausschcidunsi jeweils tlrci vcrsehic- 
denerTranslormanden versiliehen. Da/u wuuicn DCJ52-5( pVWliX 1 )1. 2 und 3 sowie DCi52-5( pVWliX 1 pyc)3. 4 und <> 
in Komplcxmcdium (2x1 Y: Molecular Glonins:. A laboraiorv manual. 1 989. Gold Sprinsi Harbour Laboraiorv Press; mil 
50us»/l Kanamyein) szc/.uchtei und das Lcrmentationsmedium GCiXH tJ Bacicriol 1993. .75:5595 5603) jewcils aus 
den Vorkuliureh uetrcnni beimpli. Das Medium enthielt /.usat/.lich Kanamyein. um die Plasmide stabil /.u hahen. Ls wur- 45 
den jewcils /.wei parallele Ansiii/e durchsiefuhrt. vv<?bei einem Kolbcn 200 u si IP TG/ml /u^esei/.i wurde. wahrend der 
/.wciic Kolbcn kcin 1PTG enthielt. Nach Kullivierunsi lur 48 Stunden bci 30"G auf dem Ro;aiionsschuiticr bci 120 Upm 
wunle die in das Medium akkumuticric Lysinmeniie besiimnu. Die Bcsiinimuns: der Aminosaurckon/.cniration erfoliiie 
miucls Hochdrueklliissi^keiischromaiosiraphie (J Ghromat 1983. 266:471 482). Das lirjiehnis der l'ermcnialion isi in 
label le 2 dartiestelll. wobci die angeiiebencn Wcric Miltelwerie aus jewcils drei lt.\ peri men ten mil unterschied lichen so 
Klonen darstclicn. lis /.citiic sich. ttal> die Ubercxpression des Pyruvai-Garboxylase-Gcns /u einer um 50 f /? iiesictsicricn 
Akkumulation von Lvsin im Mciiium fiihri. Somit stclh die Nui/uni: des enulcckien und beschrichcncn Gens liir das 
anapleroiischc l-n/.ym P\ ruvai-Garboxylase cin Verfahren dar. um die L-Lvsinbildunii enischeidend /.u verbesscrn. 

5. (Icsleisierie Akkuumlaiion vi»n llirconin und TTomoserin durch Ubercxpression des P\ ruvat-Garbo\ylasc-( iens im ss 

Siamm G. iiluiamicuni DM368-3 

Analou /.u den Itxpcrimcntcn /.ur L-Lvsin-Bilduni! wurde auch die Akkumulaiion von Thrconin im Kulluruberstand 
durch Ubercxpression des Gens fur die Pyruval-Garboxylasc unicrsuchl. llicr/.u wurde. wic timer Punki 4 heschricben. 
der Thrconin produkitons^iamm G. iihuamicum DM3(>8-3 (Dejiussa AGi mil *.lcm Plasmid pVWliXlpyc sowie /.ur Kon- M> 
nolle mil dem Plasmid pV\V'l:Xl iransformien und die Thrconinaiisschciduiis; von jeweils drei verschicdcncn Transfor- 
manden unicrsuchl. Da/.u wurden l)M368-3( pVWLIX 1 ) I. 2 und 3 souic DM3(>S-3( pVWl {X 1 pyc ) I. 2 und 3 in Komplex- 
mcdium t2xTY mil 50 usi/l Kanamyein) sic/uchicl und das 1 ermcmalionsuicdium GCIXH <J Bacicriol 1993. 
175:5595 5003) iewcils aus den Vorkuliuren sietrcnni bcimpfi. Da- Medium cnihieli /tisai/.lieh Kanamyein. um die 
Plasmide siabil /u hahen. lis wurden /.wei parallele Ansai/.c durch sic fiihn. wobci eincm Kolbcn 2<M> u ll T rci/ml /.usiesci/.i fo 
wurdc. wahrend dcr /.wciic Kolbcn kcin U Y \X\ enthielt. Nach Kuhi vie runs; fiir 48 Siunden r»ci 30"G auldcui RvMations- 
schiiiiler bei 1 20 Upm wurde tlie in das Medium akkumulieric riirconinmcniic hcsiimmt. Die Bcstimmuns: tier y\mino- 
saurckon/.cnt ration crfobjic cbcnfalls mil Ids 1 lothdruck-l'lussisikciiscl.roiiiaiosiraphic < J Ghromat 19X3. 200:471 482 K 
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Das Kruehnis iter I'erniental ion isi in Tabclle .\ dar-esiclh. wobci die ansesiebenen Wcnc Miiiclwcric aus jcueils drei K\- 
pcrimcnien mil unicrschiedliehen Kloncn darsielien. Hs /ciaic sich. da IS die Ubcrexpression tics Pyruvai-C arbovylasc- 
Cicns au cincr ea. 4<)<* ii!en Siciscrunt! tier Tbreoninkon/eniralion im Medium Itihrt. Soniii siclli die Nui/.unv: des em- 
deckien una bcschriehcncn tiens fur das anaplerohsehe Mn/.yni Pvriivai-CarhoNy lasc ein Vfcrlahrcn dar. uni die l.-Threo- 
mnbildung cnisehcidcnd /.u verbesscrn. 

Des weiicrcn /.ciuic die Aminosaurekon/Arniraiionsbesiimmun^. dutf iiberraschcnderwcisc dcr Siamm mil ubcrcxpri- 
mierlem Pvruvai-CarKvxvlase-Crtrn auBerdem etvva 150*3 mchr Iloiiioscrin ins Medium ausscbied uls dcr Stamiu mil 
nichl uberexprimierleni ticn. Die enisprcchenden lirgchnissc sind cben falls in Tahellc 3 ilarjicsiclh. Sic machen dciulicb. 
daLi ilurch das eriindun;jsi:emaBc Vcrfahrcn sowohl die Tbreonin- als auch die ITonioserinbildum: cmschculcnd verbes- 
seri vvcrden kann. 

Tabclle I 



IS 


Stamm 


IPTG 
fog/ml] 


Pyruvat-Carboxylase 
[nmol min' 1 mg Trockengewicht" 1 ] 


:o 




n 


75 + 13 




ATCC 13032 


0 


19±4 


25 




200 
0 


88 + 13 
11 ±2 


M) 


DG52-5(pVWEX1) 


200 
0 


5 ±2 
6±1 


,i> 


DM368-3(pVWEX1 pyc) 


200 
0 


76 ± 10 
12±3 


40 


DM363-3(pVWEX1) 


200 
0 


10 ±1 

11 ±2 


45 








50 


Stamm 


IPTG 
[pg/ml] 


Lysin 
[mM] 


55 


DG52-5(pVWEX1pyc) 


200 
0 


35,4 ±2,6 
23.6 ± 2,9 




DG52-5(pVWEX1) 


200 
0 


23,3 ±2,9 
22,1 ±4,0 
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lltMIc 



Stamm 


IPTG 


Threonin 

■ III ^Ul 1 1 1 1 






[pg/ml] 


[mM] 


[mM] 


DM368-3(pVWEX1 pyc) 


200 


10,2 ±0,5 


14,4 ±1,2 




0 


7.9 ±1,0 


5.6 ±0,2 


DM368-3(pVWEX1) 


200 


8,0 ±0,5 


5,8 ±0,7 




0 


7,5 ±0,8 


6,1 ±1,0 
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SliQUHNVrUOmKOI.I. 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

■ s (i) ANMELDER: 

(A) NAME: Fo rs chungs zent rum Juelich GmbH 

(B) STRASSE : Postfach 1913 

(C) ORT: Juelich 

i0 (E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 52425 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Pyruvat Carboxylase 

IS (iii) ANZAHL DER SEQUEN2EN: 2 

(iv) COMPUTER- LES BARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 
m ( B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM; PC- DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2i AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3728 Basenpaare 
M > ' (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

;s {ii} ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 



so 



CGCAACCGTG 


CTTGAAGTCG 


TGCAGGTCAG 


GGGAGTGTTG 


CCCGAAAACA 


TTGAGAGGAA 


60 


AACAAAAACC 


GATGTTTGAT 


TGGGGGAATC 


GGGGGTTACG 


ATACTAGGAC 


GCAGTGACTG 


120 


CTATCACCCT 


TGGCGGTCTC 


TTGTTGAAAG 


GAATAATTAC 


TCTAGTGTCG 


ACTCACACAT 


180 


CTTCAACGCT 


TCCAGCATTC 


AAAAAGATCT 


TGGTAGCAAA 


CCGCGGCGAA 


ATCGCGGTCC 


240 


GTGCTTTCCG 


TGCAGCACTC 


GAAACCGGTG 


CAGCCACGGT 


AGCTATTTAC 


CCCCGTGAAG 


300 


ATCGGGGATC 


ATTCCACCGC 


TCTTTTGCTT 


CTGAAGCTGT 


CCGCATTGGT 


ACCGAAGGCT 


360. 


CACCAGTCAA 


GGCGTACCTG 


GACATCGATG 


AAA/TTATCGG 


TGCAGCTAAA 


AAAGTTAAAG 


420 


CAGATGCCAT 


TTACC CGGGA 


TACGGCTTCC 


TGTCTGAAAA 


TGCCCAGCTT 


GCCCGCGAGT 


480 
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GTGCGGAAAA CGGCATTACT TTTATTGGCC CAACCCCAGA GGTTCTTGAT CTCACCGGTG 540 

ATAAGTCTCG CGCGGTAACC GCCGCGAAGA AGGCTGGTCT GCCAGTTTTG GCGGAATCCA 600 

CCCCGAGCAA AAACATCGAT GAGATCGTTA AAAGCGCTGA AGGCCAGACT TACCCCATCT 660 

TTGTGAAGGC AGTTGCCGGT GGTGGCGGAC GCGGTATGCG TTTTGTTGCT TCACCTGATG 720 

AGCTTCGCAA ATTAGCAACA GAAGCATCTC GTGAAGCTGA AGCGGCTTTC GGCGATGGCG 780 

CGGTATATGT CGAACGTGCT GTGATTAACC -CTCAGCATAT T G A^GT GC AG ATCCTTGGCG 84 0 

ATCACACTGG AGAAGTT GT A CACCTTTATG AACGT GACTG CTCACTGCAG CGTCGTCACC 900 

AAAAAGTTGT CGAAATTGCG CCAGCACAGC ATTTGGATCC AGAA.CTGCGT GATCGCATTT 960 

GTGCGGATGC AGTAAAGTTC TGCCGCTCCA TTGGTTACCA GGGCGCGGGA ACCGTGGAAT 1020 

TCTTGGTCGA TGAAAAGGGC AACCACGTCT T CAT CGAAAT GAAC CCACGT ATCCAGGTTG 1080 

AGCACACCGT GACT GAAGAA GTCACCGAGG TGGACCTGGT GAAGGCGCAG ATGCGCTTGG 1140 

CTGCTGGTGC AAC CTTGAAG GAATTGGGTC TGACCCAAGA TAAGATCAAG ACCCACGGTG 1200 

CAGCACT GC A GTGCCGCATC ACCACGGAAG ATCCAAACAA CGGCTTCCGC CCAGATACCG 12 60 

GAACT AT CAC CGCGTACCGC TCACCAGGCG GAGCTGGCGT TCGTCTTGAC GGTGCAGCTC 1320 

AGCTCGGTGG CGAAATCACC GCACACTTTG ACTCCATGCT GGTGAAAATG ACCTGCCGTG 1380 

GTT CCGACTT TGAAACTGCT GTTGCTCGTG CACA.GCGCGC GTTGGCTGAG TTCACCGTGT 14 40 

CTGGTGTTGC AACCAACATT GGTTTCTTGC GTGCGTTGCT GCGGGAAGAG GACT TC ACT T 1500 

CCAAGCGCAT CGCCACCGGA TTCATTGCCG ATCACCCGCA CCTCCTTCAG GCTCCACCTG 1560 

CT GAT GAT GA GCAGGGACGC ATCCTGGATT ACTTGGCAGA TGTCACCGTG AACAAGCCTC 1620 

ATGGTGTGCG TCCAAAGGAT GTTGCAGCTC CTATCGATAA GCTGCCTAAC ATCAAGGATC 1680 

TGCCACTGCC ACGCGGTTCC CGTGACCGCC T GAAGCAG CT TGGCCCAGCC GCGTTTGCTC 17 40 

GTGATCTCCG TGAGCAGGAC GCACTGGCAG TTACT GAT AC CACCTTCCGC GAT GC AC ACC 18 00 

AGTCTTTGCT TGCGACCCGA GTCCGCTCAT TCGCACTGAA GCCTGCGGCA GAGGCCGTCG 18 60 

CAAAGCTGAC TCCTGAGCTT TTGTCCGTGG AGGCCTGGGG CGGCGCGACC TACGATGTGG 1920 

CGATGCGTTT CCTCTTTGAG GATCCGTGGG ACAGGCTCGA CGAGCTGCGC G AGGCGAT GC 1980 

CGAATGTAAA CATTCAGATG CTGCTTCGCG GCCGCAACAC C GT GGGAT AC ACCCCGTACC 204 0 

CAGACTCCGT CTGCCGCGCG TTTGTTAAGG AAGCTGCCAG CT CCGGCGTG GACATCTTCC 2100 
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GCATCTTCGA CGCGCTTAAC GACGTCTCCC AGATGCGTCC AGCAATCGAC GCAGTCCTGG 2160 

AGACCAACAC CGCGGTAGCC GAGGT GGCT A TGGCTTATTC TGGTGATCTC TCTGATCCAA 2220 

5 

ATGAAAAGCT CTACACCCTG GATTACTACC TAAAGATGGC AGAGGAGATC GTCAAGTCTG 2280 

GCGCTCACAT CTTGGCCATT AAGGAT AT GG CTGGTCTGCT TCGCCCAGCT GCGGTAACCA 2340 

id 

AGCTGGTCAC CGCACTGCGC CGTGAATTCG ATCTGCCAGT GCACGTGCAC ACCCACGACA 24 00 

CTGCGGGTGG CCAGCTGGCA ACCTACTTTG CTGCAGCTCA AGCTGGTGCA GATGCTGTTG 2460 

15 ACGGTGCTTC CGCACCACTG TCTGGCACCA CCTCCCAGCC ATCCCTGTCT GCCATTGTTG 2520 

CTGCATTCGC GCACACCCGT CGCGATACCG GTTTGAGCCT CGAGGCTGTT TCTGACCTCG 2580 

:u AGCCGTACTG GGAAGCAGTG CGCGGACTGT ACCTGCCATT TGAGTCTGGA ACCCCAGGCC 2640 

CAACCGGTCG CGTCTACCGC CACGAAATCC CAGGCGGACA GTTGTCCAAC CTGCGTGCAC 2700 

AGGCCACCGC ACTGGGCCTT GCGGATCGTT TCGAACT CAT CGAAGACAAC TACGCAGCCG 2760 

TTAATGAGAT GCTGGGACGC CCAAC CAAGG TCACCCCATC CTCCAAGGTT GTTGGCGACC 2820 

TCGCACTCCA CCTCGTTGGT GCGGGTGTGG AT CCAGCAGA CTTTGCTGCC GATCCACAAA 2880 

.51) 

AGTACGACAT CCCAGACTCT GTCATCGCGT TCCTGCGCGG CGAGCTTGGT AACCCTCCAG 2940 

GTGGCTGGCC AGAGC C ACT G CGCACCCGCG CACTGGAAGG CCGCTCCGAA GGCAAGGCAC 3000 

_>5 

CTCTGACGGA AGTTCCTGAG GAAGAGCAGG CGCACCTCGA CGCTGATGAT TCCAAGGAAC 3060 

GT CGCAAT AG CCTCAACCGC CTGCTGTTCC CGAAGCCAAC CGAAGAGTTC CTCGAGCACC 3120 

40 GTCGCCGCTT CGGCAACACC TCTGCGCTGG ATGATCGTGA ATTCTTCTAC GGCCTGGTCG 3180 

AAGGCCGCGA GACTTTGATC CGCCTGCCAG ATGTGCGCAC CCCACTGCTT GTTCGCCTGG 3240 

4S AT GC GAT C TC TGAGCCAGAC GATAAGGGTA TGCGCAATGT TGTGGCCAAC GTCAACGGCC 3300 

AGATCCGCCC AATGCGTGTG CGTGACCGCT CCGTTGAGTC TGTCACCGCA AC CGC AGAAA 3360 

AGGCAGATTC CTCCAACAAG GGCCATGTTG CTGCACCATT CGCTGGTGTT GTCACCGTGA 3420 

5o 

CTGTTGCTGA AGGT GAT GAG GTCAAGGCTG GAGAT GCAGT C GCAAT CATC GAGGCTATGA 3480 

AGAT GGAAGC AACAATCACT GCTTCTGTTG ACGGCAAAAT CGATCGCGTT GTGGTTCCTG 3540 

CTGCAACGAA GGTGGAAGGT GGCGACTTGA TCGTCGTCGT TTCCTAAACC TTTCTGTAAA 3600 

AAGCCCCGCG TCTTCCTCAT GGAGGAGGCG GGGCTTTTTG GGCCAAGATG GGAGAT GGGT 3660 

GAGTTGGATT TGGTCTGATT CGACACT TTT AAGGGCAGAG ATTTGAAGAT GGAGAC CAAG 3720 



in 
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GCTCAAAG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1140 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 2: 



3728 



Met Ser Thr His Thr Ser Ser Thr Leu Pro Ala Phe Lvs Lvs lie Leu 
1 5 10 15 

Val .Ala Asn Arg Gly Glu lie Ala Val Arg Ala Phe Arg Ala Ala Leu 
20 25 30 

Glu Thr Gly Ala Ala Thr Val Ala He Tyr Pro Arg Glu Asp Arc Gly 
35 40 45 

Ser Phe His Arg Ser Phe Ala Ser Glu Ala Val Arg He Gly Thr Glu 
- 50 55 60 

Gly Ser Pro Val Lys Ala Tyr Leu Asp He Asp Glu He He Gly Ala 
65 70 75~ 80 

Ala Lys Lys Val Lys Ala Asp. Ala He Tyr Pro Gly Tyr Gly Phe Leu 
85 90 95 

Ser Glu Asn Ala Gin Leu Ala Arg Glu Cys Ala Glu Asn Gly He Thr 
100 105 no 

Phe He Gly Pro Thr Pro Glu Val Leu Asp Leu Thr Glv Asp Lys Ser 
115 120 125 

Arg Ala Val Thr Ala Ala Lys Lys Ala Gly Leu Pro Val Leu .Ala Glu 
130 135 " 140 

Ser Thr Pro Ser Lys Asn He Asp Glu He Val Lys Ser Ala Glu Gly 
145 150 155 160 

Gin Thr Tyr Pro He Phe Val Lys Ala Val Ala Gly Gly Gly Gly Arg 
165 170 175 

Gly Met Arg Phe Val Ala Ser Pro Asp Glu Leu Arg Lys Leu Ala Thr 
180 135 190 

Glu Ala Ser Arg Glu Ala Glu Ala Ai.^ Phe Gly Asp Gly Ala Val Tyr 



So 
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195 200 205 

Val Glu Arg Ala Val lie Asn Pro Gin His He Glu Val Gin He Leu 
210 215 220 

Gly Asp Kis Thr Gly Glu Val Val His Leu Tyr Glu Arg Asp Cys Ser 
225 230 235 240 

Leu Gin Arg Arg His Gin Lys Val Val Glu He Ala Pro Ala Gin His 
245 250 255 

Leu Asp Pro Glu Leu Arg Asp Arg He Cys Ala Asp Ala Val Lys Phe 
260 265 270 

Cys Arg Ser He Gly Tyr Gin Gly Ala Gly Thr Val Glu Phe Leu Val 
275 280 285 

Asp Glu Lys Gly Asn His Val Phe He Glu Met Asn Pro Arg He Gin 
290 295 300 

Val Glu His Thr Val Thr Glu Glu Val Thr Glu Val Asp Leu Val Lys 
305 310 315 320 

Ala Gin Met Arg Leu Ala Ala Gly Ala Thr Leu Lvs Glu Leu Glv Leu 
325 330 " 335 

Thr Gin Asp Lys He Lys Thr His Gly Ala Ala Leu Gin Cys Ara He 
340 345 350 

Thr Thr Glu Asp Pro Asn Asn Gly Phe Arg Pro Asp Thr Gly Thr He 
355 360 * 365 

Thr Ala Tyr Arg Ser Pro Gly Gly Ala Gly Val Arg Leu Asp Glv Ala 
370 375 380 

Ala Gin Leu Gly Gly Glu He Thr Ala His Phe Asp Ser Met Leu Val 
385 390 395 " 400 

Lys Met Thr Cys Arg Gly Ser Asp Phe Glu Thr Ala Val Ala Arg Ala 
405 410 415 

Gin Arg Ala Leu Ala Glu Phe Thr Val Ser Gly Val Ala Thr Asn He 
420 425 430 

Gly Phe Leu Arg Ala Leu Leu Arg Glu Glu Asp Phe Thr Ser Lys Arg 
435 440 445 

He Ala Thr Gly Phe He Ala Asp His Pro His Leu Leu Gin Ala Pro 
450 455 460 

Pro Ala Asp Asp Glu Gin Gly Arg He Leu Asp 7vr Leu Ala Asp Val 
465 470 / s 75 ' 480 

Thr Val Asn Lys Pro His Gly Val Arg Pro Lys Asp Val Ala Ala Pro 
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485 490 495 

lie Asp Lys Leu Pro Asn lie Lys Asp Leu Pro Leu Pro Arc Gly Ser 
500 505 510 

Arg Asp Arg Leu Lys Gin Leu Gly Pro Ala Ala Phe Ala Arg Asp Leu 
515 520 525 

Arg Glu Gin Asp Ala Leu Ala Val Thr Asp Thr Thr Phe Arg Asp Ala 
530 535 540 

His Gin Ser Leu Leu Ala Thr Arg Val Arg Ser Phe Ala Leu Lys Pro 
545 550 555 560 

Ala Ala Glu Ala Val Ala Lys Lys Thr Pro Glu Leu Leu Ser Val Glu 
565 570 575 

Ala Trp Gly Gly Ala Thr Tyr Asp Val Ala Met Arg Phe Leu Phe Glu 
580 585 590 

Asp Pro Trp Asp Arg Leu Asp Glu Leu Arg Glu Ala Met Pro Asn Val 
595 600 605 

Asn lie Gin Met Leu Leu Arg Gly Arg Asn Thr Val Gly Tyr Thr Pro 
610 615 620 

Tyr Pro Asp Ser Val Cys Arg Ala Phe Val Lys Glu Ala Ala Ser Ser 
625 630 635 640 

Gly Val Asp lie Phe Arg lie Phe Asp Ala Leu Asn Asp Val Ser Gin 
645 650 655 

Met Arg Pro Ala lie Asp Ala Val Leu Glu Thr Asn Thr Ala Val Ala 
660 665 670 

Glu Val Ala Met Ala Tyr Ser Gly Asp Leu Ser Asp Pro Asn Glu Lys 
675 690 665 

Leu Tyr Thr Leu Asp Tyr Tyr Leu Lys Met Ala Glu Glu lie Val Lys 
690 595 700 

Ser Gly Ala His lie Leu Ala lie Lys Asp Met Ala Gly Leu Leu Arg 
705 710 715 720 

Pro Ala Ala Val Thr Lys Leu Val Thr Ala Leu Arg Arg Glu Phe Asp 
725 730 735 

Leu Pro Val His Val His Thr His Asp Thr Ala Gly Gly Gin Leu Ala 
740 745 750 

Thr Tyr Phe Ala Ala Ala Gin Ala Gly Ala Asp Ala Val Asp Gly Ala 
755 760 " 765 



Ser Ala Pro Leu Ser Gly Thr Thr Ser Gin Pro Ser Leu Ser Ala lie 



f 
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770 775 780 

Val Ala Ala Phe Ala His Thr Arg Arg Asp Thr Gly Leu Ser Leu Glu 



785 7 9 o 795 



800 



Ala Val Ser Asp Leu Glu Pro Tyr Trp Glu Ala Val Arg Glv Leu Tyr 
805 810 - 815 

Leu Pro Phe Glu Ser Gly Thr Pro Gly Pro Thr Gly Arg Val T yr Arg 
820 8 25 830 



His C-lu He Pro Gly Gly Gin Leu Ser Asn Leu 



835 840 



Arg Ala Gin Ala Thr 
845 



Ala Leu Gly Leu Ala Asp Arg Phe Glu Leu He Glu Asp Asn Tyr Ala 



Ala Val Asn Glu Met Leu Gly Arg Pro Thr Lys Val Thr Pro Ser 

o to o n *■* a 



870 



Ser 



87 5 880 
Lys Val Val Gly Asp Leu Ala Leu His Leu Val Gly Ala Gly Val Asp 



885 890 



895 



Pro Ala Asp Phe Ala Ala Asp Pro Gin Lys Tyr Asp lie Pro Asp Ser 

910 



900 905 



Val lie Ala Phe Leu Arg Gly Glu Leu Gly Asn Pre Pro Gly Glv Trp 
915 920 925 ~ 

.,s Pro Glu Pro Leu Arg Thr Arg Ala Leu Glu Gly Arg Ser Glu Glv Lvs 
930 935 940 " ' 



Ala Pro Leu Thr Glu Val Pro Glu Glu Glu Gin 
945 350 955 



Ala His Leu Asp Ala 
960 

Asp Asp Ser Lys Glu Arg Arg Asn Ser Leu Asn Arg Leu Leu Phe Pro 
965 970 , 975 

a, Lys Pro Thr Glu Glu Phe Leu Glu His Arg Arg Arg Phe Gly Asn Thr 
980 985 990 

Ser Ala Leu Asp Asp Arg Glu Phe Phe Tyr Glv Leu Val Glu Glv Ara 
995 1000 1005 

Glu Thr Leu He Arg Leu Pro Asp Val Arg Thr Pro Leu Leu Val Arg 
1010 1015 1020 

SS wS** G1U Pr ° L * S ^ Met Arg Asn Val Val 

1025 1030 1035 1040 

Ala Asn Val Asn Gly Gin He Arg Pro Met Arg Val Arg Asp Arg S~r 
«» 1045 1050 1055 

Val Glu Ser Val Thr Ala Thr Ala Glu Lys Ala Asp Ser Ser Asn Lys 



14 
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1060 1065 



1070 



Gly His Val Ala Ala Pre Phe Ala Gly Val Val Thr Val Thr Va> Ala 
1075 1080 1085 

Glu GlyAsp Glu Val Lys Al. Gly Asp Ala Val Ala lie lie Glu Ala 



1100 



Met^ys Met Glu Ala Thr lie Thr Ala Ser Val Asp Gly Lys Ile ^ 

1110 1120 
Arg Val Val Val Pro Ala Ala Thr Lys Val Glu Gly Gly Asp Leu Ile 
^ 125 H30 1135 

Val Val Val Ser 
1140 



Paicnianspriichc 

1 Vcrfahrcn /.,r mikrobicllcn Ilers.ellung von Aminosaurcn der Aspar.ai- und/oder ( ilma.naUan.ilie. hci dem die 
I yruval-C arboxylasc-AknvHal durch gcnel.schc Verandcrung des l-n/.vn.s und/oder die iWa.-Carhoxvlasc-< ion- 

expression ernes die cn.sprechendc Aminosuure produ/ierenden Mikroorsjanismus erholn' u iid 

Vcrlahrcn naeh Anspruch 1. dadurch gckcnnzeichncu daB durch Mu.arion des endoucnen Pvruva.-Carboxvl .se- 

Gens em hn/.vm mil hohcrcr l'yruvai-Carbuxvlase-Akiiviiai er/euui wird " 

I" N f 1 , ' a ! 1, .' L ; n na , ch A"*!™" ' odor 2. dadurch gckcnn/.eichnci. daB die (icnexpression der Pvruva.-Carboxvlasc 
durch hrhohen der (ienkopien/.ahl erhohl wird. ' ■ 

4. Verlahren nach Anspruch 3. dadurch gekenn/cichnel. daB /.ur Krhahung der Cienkopien/ahl das Pvn.va.-t arb- 
oxyiase-uen in cin Oenkonsiruki eingebaui wird. 

kn^Tf ■ rcn h nat "i l A ^P ruch 4 - ,la( , iu,rch g«kL-nn/.cichnci. daB das (ien in ein Genkons.ruk. eincenaut wird. das den. 
i yruvai-i arhoxylase-Gen y.ugcordnele regulalorischc Gensequen/.en enlhali 

I^nSrM-r naChAns > ,rudl 4 ,Mlcr 5 - ""lurch gekenn/cichnel. daB ein die en.sprechende Aminosaurc P rodu,ic- 
render Mikroorgan.smus mil clem das (ien emhal.ende Oenkonsiruki iranM'orn.ior. wird 

mhTlem'^^n 11 Tu"'l r "f^"* f ktnn '^ h ™- ^ ™ Mik^unisn.us der GaHung Corvncbaccriun, 

mil iKin das Oon enthailcnde Cicnkonsiruki iranstormien win! 

ISm'wirTt AnS T h " ? lL 'e 7 - \ i:idl ' rL '< h J?UktfnnZCichnC '- ' iir '•-nsronua.ion ein Mikroor.anisn.ns 
un t/^" I I ■ '-" r " n ' r > n LT un,s P^ ht "' , »--n Aminosaurc be.eilig.cn Hn/.v.ne dcre^ier. sind 

"nd/odcr die cine crhoh.c hxporlcamer-Akl.viial fur die enisprcchcndc Aminosaure aulwciscn 

Vcrlahrcn n ^ h «ncm der Anspriiche ft bis 8. dadurch gckcnn/eichncl. daB liirdie Translorma.ion ein Mikroor- 

C/wnT T\ eril6h,Cn An,cil an l,un ,n ^ r *.*"«»«« <icr en.sprechendcn Aminosaurc be.ci- 

lig.en Acniralsiollwechselmeiaholilen enihall. 

10 Ver'ahren nach cine,., der Anspriiche 6 bis <J. dadurch gekcnn/cichnel. daB fur die Translorma.ion cin Mikroor- 
t an s„,us cngese.z. uird be, den, c.n /.u dem en.sprechendcn Aniinosaurebiosyn.hescwcu konkurrierender Bio- 
synlhesewcg mil veniiinderler Akiiviiiil ablaull. 

11 . Verlahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche. dadwvh gckcnn/.cichncl. daB das Pvruva.-Carhoxvlasc- 
Gcn aus eincm Mikroorganismus-Slaiiim tier Claiuinu ( 'orvnebacieriuiii isolierl wird 

12. Vcrlahrcn nach einem der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gckenn/.cichnc.'daB die ( iene.xprcssion .lurch 
Verslarkung der I ransknpnonssignale erhohl wird. 1 

13. Vcrlahrcn nach einem der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gckcnn/cichnei. daB den. Pvruvai-Carboxv- 

laso-tjen der lac-lTomoior vorsicschalici u ird. 

14. Vcrlahrcn nach Anspruch 13 gckenn/.eichne. dur.h den. .ac-Pr. Mor /.ugcordne.e regulalorischc Scuucn/cn 

?' T r ' :, . hftfn n:,ch cmcm * fcr vorherjjehcmlcn Anspriiche. ,lad«:rch gckcnn/.cichnel. daB als Pvr..va.-( arhovvl ,se- 
IW n", N u" C T'" rd,C lm,Cr S,:Q m N ° 2 A„,inosaurcse q uen,undderen Allclvaria,ioncn ko- 

H, Verfahrcn nach Anspruch 15. dadurch gekcnn/.cichnc. daB als I'vruva.-Carboxylasc-Ccn cin Cien mi, der Nu- 

UO ^ ^ r ° ' ^ — — .'-hwirkenden 
^S:Z^l^' Uik:r A" s P''iichc , ur McrMcliung von l.ysin. .Urconin. , k serin. ( ;,„,- 

rcn Tnc. n 0 ^l'T (;Cn , ""vTf '"V*^ Un ' Cr X>1 - -"^^henen A„,in.^aurosc M uen/. un.^.ler dc- 

rcn Allelvanaiioncn ko«licrcndcn Nuklcoiulscqucn/.. 

^w^v^f ^ h ° V ' laSC ' t:Cn nadl An *l™ h IS »'» ^ Nuklco l id>ci,.K..n/. von Nuklco.id lo.S bis ?SS7 -cmaB 
M-.y iu ^r. I o,ler cincr nu wesen. lichen ulcichwirkcnden DN A-Sequcn/. 

m'JX m '%" < M ,K, *; V !r t ^ n " UCh AnS ' ,,uch 18 ■•'»' -•'""■•'» -o.geschal.ccn Pron.o.or der Nukleo.idse- 

qucn, von Nuk.eo.nl 2(, b..s |<» gen.aB SliQ ID No. I .n.cr cincr in, ucscn.lichcn g.cichwirkenden ONA-Sequea,. 
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5-™^! I'"* ^il^r"'" '^ nK>i V S iH ' L ' r ^cschulicem , :K ,| Vt ., (1 , 

E,~~— ^^^-TMr^^o. 

2d. Iranslornncrlc /cllc. enihallcn.l in rcnli/.iernarer l onn cin Pvruv.i C ,rh ».i 

chc IS bis 23 ,xicr cine tiens.ruk.ur nach Anspa.ch M V ° ' C " nach Clntfm l ' Cr Ans ' ,rii - 

27. IVansjonnicr.e /cllc nach Anspruch 26. cnihalicml cincn Vck.or nach Ansprueh ^ 

tJZ^L™™ /C ' k ' naCh AnS,lmdl 2 " ^ 2? - ,a, sic lfellIuna ( . l , rvnch;i ,,. 

saurc heicilijMen lin/.v.Ho i lere J? „lien sincl. ' ' J '" lM, P°" <kr ^'"Fochcmlcn Amino- 

.'0. Transl'ormie.lc /cllc nach cincn. dcr Anspriichc 2(» his 29 vladurch «ckcnn/cichn,.i t ,i> -i ■ 

sr.-* - -^^-^^x^iixr^ra2s» 

i^SEsar* A '™""""'' * •>* *» *»«•*—-» <«„. 



I lier/.u 2 Sciicin ) Zeichnunyen 
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